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論 文 内 容 要 旨 
第 1 章  序論 
 我々の生命活動や生命機能を維持するためには、アミノ酸やタンパク質といった有機物だけでなく、
金属元素のような微量元素や超微量元素が極めて重要な働きを担っており、必要である。特に、Cu イ
オンなどはタンパク質内で 2 つ以上の比較的安定した酸化数を持ち、可逆的に酸化数を変化させること
が可能であるため、電子移動に関わる電子伝達や基質の酸化還元反応などの生体維持機能を果たしてい
る。また、配位子を複数持つことで複合体の性質を反映し、周囲の配位子の状態により幅広い作用に関
与することが知られている。つまり、金属イオンと配位子の環境や効果を解明することは、金属含有タ
ンパク質の機能や立体構造を理解する要因となる。 
 本論文では、活性中心に分光学的・磁気的性質の異なる 3 種類の Cu イオンを 4 個含有(Type 1 
Copper(T1Cu)と Type 2 Copper(T2Cu)、Type 3 Copper(T3Cu))しているビリルビンオキシダーゼ(BOD: 
Bilirubin Oxidase)を対象とした。BOD は、T1Cu 部位でビリルビンを酸化し、T2Cu イオンと 2 つの T3Cu
イオンで構成されている活性中心である三核銅中心(TNC: Trinuclear Copper Center)に電子移動し、TNC
で O2を H2O に 4 電子還元する。BOD は、触媒活性が安定しているため、疾病の原因であるビリルビ
ンに対する検査薬や酵素燃料電池の電極などへの応用が注目されている。Cu イオンの配位子の違いに
よる立体構造や酸化還元電位に違いが現れることや触媒サイクル中の中間体はまだまだ明らかになっ
ていないことが多い。そこで、野生型(WT: Wild type)と変異型である M467Q(Met467Gln)の高解像度の X
線結晶構造を基に、量子力学/古典力学混合(QM/MM)法を用いて、酸化還元電位に差が生まれる原因の
特定や触媒サイクル中の中間体候補の解明を行った。 
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第 2 章  計算手法 
本論文で用いた計算手法について詳細に記述した。特に、第 3 章と第 4 章では QM/MM 法を用いて解
析を行った。 
QM/MM 法では、系の重要な原子は電子状態を解く量子力学的に扱う QM 領域に、残りの原子は電子
を有効ポテンシャルとして間接的に取り扱う MM 領域に分ける。本論文では、QM/MM 法での全系のハ
ミルトニアンの表現には加法表現(additive scheme)を使用し、境界上に化学結合が存在する場合の結合の
切断方法として QM 領域側の切断された化学結合の末端にリンク原子を置くリンク原子法を適用した。
タンパク質の立体構造の評価として、QM/MM エネルギーを比較するだけではなく、立体構造の非類似
性(構造の差異)の指標として良く使われる平均二乗偏差(RMSD: Root Mean Square Deviation)を使用した。
RMSD は 2 つの立体構造をなるべく重ね合わせたときの、対応する各原子の距離(ずれ)の二乗の平均し
たものの平方根で定義され、値が小さいほど 2 つの比較した構造が似ていることを示す。本論文では、
4.4.3 節のみ TNC を構成する Cu イオン 3 個に対する RMSD で、その他は QM 領域における水素原子を
除く全ての原子(重原子)に対する RMSD を使用している。 
 量子力学計算を使った結果の解析として、Mulliken Population Analysis と Löwdin Population Analysis を
使用し、原子の電荷密度やスピン密度を見積もり、QM 領域の解析を行った。特に、Cu イオンは Cu(II)
と Cu(I)状態を取ることから、BOD 中の Cu イオンのスピン密度を解析することは非常に重要である。
また、LSONO(Localized Singly Occupied Natural Orbital)を用いて、それぞれの構造での分子軌道を解析し、
Cu イオンの配位子のプロトン化状態の違いによる影響を調べた。 
 
第 3 章  ビリルビンオキシダーゼの T1Cu 周辺の構造変化と酸化還元電位 
 WT BOD と比較して、変異型(Met467Gln: M469Q)は酸化還元電位が低下し、ビリルビンに対する酵素
活性が激減する(~0.3%)ことが知られている。また、WT BOD の X 線結晶構造は 2 つ報告されており、
T1Cuの周辺にTrp396－His398の共有結合の有無という特徴的な構造が現れている。T1Cu周辺のHis-Trp
のリンク(共有結合)の有無を研究することは、構造を明らかにするだけでなく、ビリルビンに対する酵
素反応の解明に繋がると考えられる。 
 本論文では、WT と M467Q を基に、T1Cu イオンの 4 つの配位子(アミノ酸残基)と近傍の Trp を QM
領域として選択し、QM/MM 法を用いて 2 つの構造を比較しながらアミノ酸変異による T1Cu 原子周辺
の構造変化と酸化還元電位を算出し、考察を行った。WT BOD では Trp396 と His398 間の共有結合長は、
X 線結晶構造の結合長と比較して良い一致を示し、M467Q では実験結果より計算結果の結合距離が離れ
た結果となった。このことから WT では Trp396－His398 の共有結合の存在を明らかにし、M467Q では
欠損している実験結果を再現した。 
ギブス自由エネルギー(酸化還元電位)差(∆G)は、WT と M467Q それぞれ 3.85 eV と 3.26 eV であり、
ギブス自由エネルギー(酸化還元電位)差の変化量(∆∆G＝∆GM467Q-∆GWT)は、-0.59 eV であった。この結果
は、M467Q BOD で観測されている酸化還元電位が減少する傾向を再現した。ギブス自由エネルギー差
が減少する原因を調べるため、Trp396–His398 の共有結合を持つ変異型 M467Q BOD のモデル(Bonded 
M467Q BOD)を作成し、QM/MM 法を用いて理論的に解析を行った。M467Q の変異体効果と
Trp396–His398 の共有結合のそれぞれの寄与は、∆∆G  = −0.19 eV と∆∆G = −0.40 eV であり、変異の効果
と Trp396-His398 の共有結合の有無の両方が酸化還元電位の減少を導いたと結論付けた。 
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第 4 章  ビリルビンオキシダーゼの活性中心の構造変化と、その触媒サイクルの理論的解明 
 近年の X 線結晶構造解析によりマルチ銅酵素(MCO: Mulitcopper Oxidase)の天然型や変異型の立体構
造が明らかになり、その中でも MCO の触媒サイクル中に関連する 2 種類の中間体候補の立体構造が解
かれている。しかしながら、先行研究の MCO の構造は触媒サイクル中のどの構造として帰属できるか
といった情報や TNC 周辺に観測されている O 原子のプロトン状態などの情報は少なく、中間体候補の
構造を帰属することは触媒サイクルの解明に繋がるため重要である。触媒サイクル中のような反応の途
中の中間体を実験的に解明することは困難であるため、どのような触媒サイクルで反応しているかを理
論的に解明することは非常に有益だと考えられる。本論文では、高解像度の BOD の X 線結晶構造を基
に、実験の電子密度を参考に検討し、高精度な QM/MM 法を用いて、4 電子還元過程による 4 個の Cu
イオンの構造変化と電子状態の変化について理論的に解析した。活性中心を含む 4 つの Cu イオンの周
辺を対象にし、13 個のアミノ酸残基と TNC に配位している O 原子(O や OH、H2O)を QM 領域として選
択した。 
 触媒サイクル中の初期構造である RO(Resting Oxidized)状態で、先行研究で提案されている μ2-OH を
持つ RO1と組成が全く同じであるが μ3-oxo を持つ RO0を検討したところ、RO0 の QM/MM エネルギー
は、RO1より 24.9 kcal/mol も安定であった。Löwdin のスピン密度を解析すると、RO での T1Cu が Cu(II)
状態であるはずだが ρ(T1Cu) = 0.00 となり、脱プロトン化では T1Cu にも分布されることから Cys457 は
脱プロトン化していると決定した。本 NI 状態における Löwdin のスピン密度を解析すると、NI 状態は
完全酸化型であるが ρ(T1Cu) = 0.00 であったことから、NI 状態にプロトンを一つ加えた NIH+状態を検討
し、NIH+状態が安定な native intermediate の候補の一つであると結論付けた。これらの触媒サイクルの中
間体候補と、WT BOD と M467Q BOD の還元過程での分子軌道の変化を解析し、本論文で提案した新た
な中間体候補を含む新しい触媒サイクルを解明した。特に、T2Cu に配位している O 原子は、先行研究
では中間体候補によって異なるプロトン化状態(OH と H2O)をそれぞれ持つと考えられているが、本論
文では T2Cu に配位している O 原子は全て H2O の状態であり、触媒サイクルには関与せず簡単な反応メ
カニズムで進行すると結論づけた。 
 X 線を使った解析を行う上で、生体試料の放射線による損傷(放射還元)が問題になる。タンパク質な
どの生体分子内に金属イオンを含む場合、金属中心が X 線と水の相互作用で生じた溶媒和電子によって
還元され、電荷状態が異なる状態を取っている可能性が多いにある。そこで、損傷具合を評価すること
ができれば解析として非常に有効である。T1Cu 周囲の構造変化自体が非常に小さいことや、TNC を構
成する T2Cu と T3Cu で作る距離は各中間体の構造で変化が大きいことに注目し、T2Cu と 2 つの T3Cu
イオンによって形成される三角形の面積に比例する新しい指標 l を用いることで、それぞれの BOD の構
造変化を特徴づけることを試みた。WT において酸化状態では、指標 l の値は 3.4~3.5 Å で、還元状態で
は、指標 l の値は 4.4~4.5 Å であった。従って、指標 l は, 酸化型と還元型の構造を良く分離できている
ことがわかった。TNC を持つ構造として WT BOD の構造だけでなく、MCO の X 線結晶構造の帰属も
行い、それぞれの実験事実とも矛盾しないことがわかった。つまり、指標 l は TNC の酸化状態の違いを
良く反映することができることが示され、TNC のような構造を持つタンパク質の帰属において非常に役
立つ指標であることが示された。 
 
第 5 章  第一原理計算に基づく相互作用エネルギーの 3D 表示法の開発と、その応用 
 タンパク質などの生体分子の立体構造を可視化することは、相互作用を明らかにする上で非常に有用
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である。しかし、可視化による相互作用は経験に基づく定性的な議論になることが多い。そこで、世界
中で幅広く利用されている PyMOL プログラムと、相互作用を定量的に議論可能とする方法の一つであ
るフラグメント分子軌道(FMO: Fragment Molecular Orbital)法に着目した。FMO 法の結果を使用し、タン
パク質内の相互作用エネルギーを立体構造上に(3D で)可視化する方法を本論文で考案し、本手法を
PyMOL の plug-in(汎用的解析ツール群)として開発した。本手法を 2 つの生体分子(L-フコース特異的レ
クチン(BC2L-C)と BOD)に適応し、解析した。1 つ目として、BC2L-C は、Thr74 と Arg85 の側鎖と Thr83
と Arg85 の主鎖がフコースに相互作用することを定性的に示唆されており、フコース周辺のアミノ酸残
基(Gly84 と Arg85、Thr74、Arg111)が、attractive な相互作用をしていることが本手法を使って解析され
た。また実験的に示されていなかったが、Gly84 の主鎖は Thr74 より強くフコースと相互作用している
ことや、結合サイトに比べて離れた位置にある Ser76 が結合サイトのアミノ酸残基と相互作用すること
が本手法により初めて解明された。2つ目として、BODのTNCに配位している3つのHis(His136とHis401、
His403)近傍にある Asp105 を Ala や Asn に変異させると、Native の構造でなくなり、ビリルビンに対す
る酵素活性が低下することが知られている。本手法で解析すると、Asp105 は Cu イオンに配位している
3 つの His(His136 と His401、His403)ぞれぞれに対して、約-30～-40 kcal/mol で安定化に寄与しているこ
とがわかった。この相互作用は、酸化還元反応として機能していることや Cu イオンに対する安定性を
反映していると考えられる。 
 
第 6 章  総括 
 WT と M467Q の酸化還元電位の低下する原因を明らかにし、酸化還元電位差や分子軌道のエネルギ
ーから WT BOD がビリルビンを酸化する上で最適であると結論付けた。本論文の研究結果から BOD の
酸化還元電位に重要なアミノ酸残基を理論的に解析し、触媒サイクル中の中間体の構造を新たに提案し
た。これにより、今後の BOD の触媒サイクルメカニズムの解明や理解、BOD を使った酵素燃料電池や
ビリルビンに対する検査薬としての応用研究に大いに役立てられると考えられる。 
 FMO 法の解析結果を使用したタンパク質内の相互作用エネルギーを可視化する方法を本論文で考案
した。本手法により、様々なタンパク質(本論文中では酵素やレクチン)に対して相互作用エネルギーを
定量的に評価するだけでなく、可視化して解析できることを示した。これにより、例えば酵素であれば
活性中心周辺の触媒反応に関与するアミノ酸残基を特定するだけでなく、実験では考慮されにくい遠方
から働くアミノ酸残基も特定することが可能となる。薬剤の合理的設計やタンパク質設計に役立つだけ
でなく、まだ知られていない反応機構の解明やタンパク質の制御に関与するアミノ酸の特定することが
でき、可視化により定量的に評価・理解することに幅広く貢献することが期待される。 
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論文審査の結果の要旨 
 
 常盤恭樹氏の論文は、ビリルビンオキシダーゼ(BOD)の酸化還元電位や立体構造の変化を理論的
に解析した全 6 章からなる。BOD は、黄疸等の原因物質であるビリルビンを基質として、O 2を H 2O
に還元する酵素である。BOD は電子受容部位と活性中心に 4 つの Cu イオンを含み、先行研究では
電子受容部の T1Cu 周辺の特徴的な構造や、酸化還元電位が低下する原因、酵素の触媒サイクルの
中間体の構造等が研究されてきた。しかし、Cu イオンの配位子や酸化数によって立体構造や酸化
還元電位がどうして変化するのか、触媒サイクル中の中間体がどのような構造になるのかという
点は十分解明されていなかった。そのため本論文では、生体分子を取扱う代表的手法である
QM/MM 法を用いて、高解像度の野生型(WT)と変異型(M467Q)の BOD に対して、酸化還元電位と触媒
サイクルを理論的に解明した。 
第一章では，学術的背景や目的を記述した。 
第二章では、用いた計算手法を詳述した。 
第三章では、T1Cu 周辺の特徴的な構造である His-Trp の共有結合は、理論的に WT では存在し、
M467Q では存在しないことを明らかにした。また、WT と M467Q では、His-Trp の共有結合の有無
と Met を Gln に変異している 2 つの違いがあり、これらが酸化還元電位を低下させる原因になる
ことを初めて明らかにした。 
第四章では、X 線構造解析の結果を踏まえて、T3Cu 間の O 原子に着目し、中間体を理論的に検
討した。先行研究で提案されている中間体よりも安定な状態を初めて見出し、新しい触媒サイク
ルを提案した。さらに、三角形の面積を用いた新しい指標 l を提案し、これによって BOD の酸化
状態と還元状態の構造を上手く分離できることを示した。これは実験的にもタンパク質の帰属に
非常に役立つ可能性を示した。 
 第五章では、FMO 法におけるタンパク質内の相互作用エネルギーを定量的に可視化する描画方
法を提案した。本手法の汎用的解析プログラムを開発し、レクチンや酵素といった生体分子に適
用し、実験結果と一致することを確かめたほか、実験では考慮されにくい遠方から働くアミノ酸
残基も特定することを示した。 
以上の成果から、本論文は著者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有
することを示している。したがって、常盤恭樹氏提出の博士論文は，博士（理学）の学位論文と
して合格と認める。 
